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序論
Aureobasidium pullulansは，不3詮菌亜門』ζ属する，
1)2) 
二形性貞簡 であり.~舌養初期や.液体培地では酵母
の形態をとる乙とから，古くから黒酵母と言われている。
本菌は.またJ可食性フィルムとして工業生席されてい
る多糖(プルラン;Fiε. la)を生庵するかひ・ 3)4)とし
て知られている。
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Fig.1 Structure of the extracellular 
. polysaccharides from a) A. pullulans 
and a) E. leucospilα. 
我々の研究室では，乙れまでにきの乙鎖や，かびを含
む点菌惣の細舵壁多糠の化学的性質と生間活性(抗原性
出醐活性など)との関係を調べてきたmi現在我々
は，新しい小性多寝耳，エルシナン (Fig.1b) 7)8)を産
生する茶の容牛薗Elsinoeleucospilαの細胞壁多糖に
ついて研究lド6)9)であるが，乙れに関連してエルシナン
によく似た情造の多糖.プルランの生姥菌の細胞墜につい
ても興味を持った。プルラン生産菌であるA.pullulans 
10) 1 ~ の細胞墜に関しては，Brownらの初期の報特 がある
のみである。今削，プルランを著f.il'C生産する工業用問
株H-I05について.細胞壁の分画を行い，ぷ附ヘテロ多
糖およひ分岐度のnなる数種のs-1， 3ーグルカンを
得た。乙 ζでは特lζ表腕ヘテロ多穏の化学的性質につい
て検討を行った。さらに ζれと類似の構造をも っE.
leucospilaの細胞ぷ府カ'ラク ト7 ンナンと徳造を比絞す
るため，E. leucospilaのE自体で免疫した兎抗的I消を用
いて両者のヘテロ多糖の免疫的煩似性と繊造との相測に
ついて検討し.A. pullulansのヘテロ多絡について精
治ぞ推定した。また，特に強い抗勝場活性:を持つ冷アル
カリ組I出副分のβー1.3ーグ'レカンを陰イオン交換体
を用いて.さらに分i尚し，低分岐および高分岐のβー1.
3 ーグルカンをf~lたので合わせて報告する。
実験材料と方法
1.使用菌株目Aureobαsidiumpullulans H・105(林
原生物化学研究所より分与されたもの)を用いた。
2. 細胞~多絡の分画: A. pullulansの薗体(乾燥重
量80g)を蒸留水で洗浄し，菌体表而のプルランを除い
た後，懸濁液をダイノミルで破砕した。 遠心分難で可溶
性商分を除き，不溶性の細胞壁画分を得た。細胞壁商分
をクロロホルムーメタノール (2: 1)及び (1 1) 
で脱脂し，脱脂細舵控 (58g)を得た。脱脂細胞墜 (30g)
本本研究の一部は，日本農芸化学会(昭如61年4月.京総12り ，および，日本生化学会(昭和61年10月，西宮6))で
発表した。
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に，さらに除蛋白の目的で.Pronase E (科研製薬株
式会社製.500mg)を作用させ，日I溶性のw.S.両分
(2 .8g)を似た。後注するヘテロ多糖は，乙のw.S. 
|歯分より調到した。Pronaseirl化後の残澄を蒸倒7)<1ζ懸
濁し.120.C. 20分，加熱を2回繰り返し，口J溶性のH.
w . 画分 (5 .1 g) を得た。残~は .IM一水酸化ナトリ
ウムK懸濁し，水素化ホウぷナトリウムの存在下，室温
で 2時間.tl十1Iする操作を2凶繰り返した。 nJ(d性画
分を酢厳でq1fn後，透析を行い，生じた沈澱をC.A.-
D (2.8g). 1'溶性側分をC.A.-I (l.lg)とした。冷
アルカリ倒出後の妓潰を. 1M-水酸化ナトリウム.550C 
で2時間，熱アルカリ抽出を行い，冷アルカリtrlLJと問
織の処flj!により.H. ^. -I (0. 6g). H. A. -D (0. 1 g)
を得た。残清はジメチルスルフォキシドで.60.C. 2時
間，抽出を行い，日I溶性のDMSO-Sol. (1.4g)と
銭泊.DMSO-Res. (4.2g)を似た。
3.表層ヘテロ多糖の調製 w. S.両分の凍結乾燥傑
品(l.Og)を蒸留71<'ζ懸濁し.24時間1撹伴を行った。遠
心分離で，不溶性のグJレカンを除去し，可溶性画分を流
水透析及び~'ðI水透析し，さらに.透析中に生じた不溶
物を除き.n1治性のヘテロ多糖l両分 (0.56g)を得た。
4.ヘテロ多車，Ijの緩和骨量水解.ヘテロ多糖 (53.5mg)を
0.025M-硫酸10mllLとかし，オイルパス中1;:て.100-<:. 
4時間加水分解する乙とにより多糖の緩和敏水解を行っ
た。加水分解物は.0.5M-7)<般化ナトリウムで中利後，
蒸留水に対して透析を行い，透析内容物と外液とにわけ
た。
5.冷アルカリhlll.l画分のβ-1.3-クVレカンの分画:
C. A.ーI(130mg)をDEAE-cell uloseを用いてさ
らκ分画した。試料を 1M一水般化ナトリウム10m1ζ溶
解し，組酸で中平日後.O.OIMー りん酸緩衝液 (pH7.8)
に対し透析を繰り返した。同緩衝液で平衡化したDEAE
-cellulose (SERV A. 50g)に試料を加え，軽く撹
伴し. 4 "ClLて 4時間静置後，ろ過iζより.Jド吸省函
分を得た。一方.ゲJレをO.IM一点駿化ナトリウムに懸
溺し. 4 "CIζて.20時間静置し.ろ過後，吸行画分を得
た。各函分は，ただちに極酸で[p和，透析し，濃縮後，
凍結乾燥を行った。
6.多糖の分析ノ与法:犠成糖分析は，試料 1mgを72~杉硫
酸 (0.2ml)1;:溶かし，蒸伺水で 7倍』ζ希釈後，オイル
パス中lζて.lWC. 6時間加水分解する乙とにより行っ
た。加水分解物は，炭酸バリウムで中和後，遠心分離で
硫般バリウムを除去し，上mを1R-120(W)型カラ
ムIC通過させ脱出後，分析に供した。
加水分糊刻の一部はペーパー ・クロマトグラフィー(展
(2 ) 
開溶媒 1ー ブタノール:ピリジン:水=6・4: 3) 
に供し，残りはガスクロマトグラフィ一周のサンプルと
した。
ペー ノfー ・クロマトグラム上の糖の発色ICは，硝倹銀
試薬13)または.p-アニシジン試薬14)を用いた。
ガスクロマトグラフィ一周の試料は，水素化ホウ索ナ
トリウムlζて還元し(室温，一晩).IR・120(日+)旬
樹脂lζて過剰l量の水素化ホウ素ナ トリウムを分解し，残勺
たホウ般は，メタノーJレを加えてホウ酸メチJレとして減
圧除去した。その後，無水酢駿，ピリジンにてアセチル
化後 (100.C.2時!日l).アルジトールアセテート誘導
体としてガスクロ7 トグラフィ一分析に供した。ガスク
ロ7 トグラフィーはHITACHI163 Gas Chromato-
graphを用い，カラムは HぢECNSS-M on Gas-
chrom Q (0.4 x 2 m)を用い，カラム温度は190.Cで行「
15) 多糖の結残基の結合機式を知る目的で，桁守法 ノによ
るメチル化分析を行った。多糖をジメチルス Jレフォキシ
ドlζ懸溺後，窒素直換をし，カルパニオン試薬およびヨ
ウ化メチルICより，赤外吸収による水徹基の吸収がなく
なるまで数回メチル化を繰り返し行った。メチル化多糖
の一部は.90%ギ般ClOO.C.12時間)および 2Mー ト
リフルオロ酢綬(lOO.C.6時間)にて加水分解し.出j
i!sの織成糖の分析と同織にアルジトールアセテート誘導
体としてガスクロマトグラフィ ←分析に供した。カラム
は3% ECNSS-M on Gaschrom Q (カラム温度.
180-C)およびCP-Sil邸キャピラリーカラム (25m)
(カラム温度.180"(‘)を用いた。
また，ウロン俊の積煩と結合様式を知るために，メチ
ル化多糖の残りを3%!毎化水素メタノールlL溶かし.80.C. 
12時間，メタノリ シスを行った。炭般銀で中和後，上m
を濃縮して.少量のメタノ ールに溶かし，メチルグリコ
シドとして.15% 1，4・butanediolsuccinatepolyester 
on Neosorb N.C.カラムを用いて，カラム温度175.C
で，ガスクロマトグラフィ一分析を行った。
全籾Hitの定量は，フェノール硫酸法16)を，ウロン般の
定f.tは，カルパゾ-)レ法の改良法17)を用いた。
実験結果と考察
1 .細胞壁多糖の分画
磁体より得た脱脂納胞壁(約30g)の分画方法と収in
をSchemellC示した。乙れにより得られた各函分の機
成糠分析の結深をTablellC.メチル化分析の結泉を
Table 2'ζ示した。
一般に，醇母の細胞竪1t:.層l乙は蛋白結合型の血治学的
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(ω・C，[or2hr.) 
Residue 
DMSO-Res. 
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Scheme 1 FracllOnallon of delipldat.ed cell wall 
of Aureobαsidium pullulans. 
に活性を示す7 ンナンがイf.([する乙とが知られている。
本研究で，細胞ぷ!刊の結合蛋白を分解除去する目的で行っ
たPronase消化により nI熔化されたW.8.両分はグル
コースlζ対するマンノース，ガラクトースの術成事n比が
おく，メチル化分析の結果からガラクトフラノース会合
み， 1→ 6結合の?ンノースの割合が高い乙とより"7
ンナン，あるいは，少なくともガーラクトフラノースを合
Table 1 Sugar composltions of ccl wall 
polysacιharides. 
F、ractiona) Molar ratio 
Man Gal Glc 
W.S. 3 
II.W. 5 35 
C.A.-f 3 20 
C.A，-I 4 8 
H.A. 1 15 
H.A.一11
DMSO-8ol. 2 27 
DMSO-Hcs. 3 2 56 
日)8ee， scheme 1. 
むヘテロマンナンの存住が示唆δれた。したかって，本
菌の割1胞r.thlr'IIζ作在するとJEえられるマンノース含有
多軌をW.S.Ilbj分より分雛精製する乙とを‘式みた。
2 .表層ヘテロ多糖の調製と権造解析
ij .iAの'J..f験);71:に従い， W.Sllhj分 (1.Og)よりイ4持活
性のクツレカンを除去し可溶件φのヘテロ多糖l曲i分 (0.56g)
をí~~た。
乙の多執をO.IM-水量産化ナトリウムに溶かし， Sepha・
rose CL-68カラムに供したと乙ろ.分子量50，∞o
付近に惟ーなピークとして溶山された (Pig.2)。分子
坑的lζ111ー であることから，多粉の悦治解析を進めた。
その結県.WIIl.先制比は"7ンノース.ガラク卜ース，グ
ルコースが2・1 1であり，ウロン僚を7.2%合んで
いた。比綻た皮は， (α) ~ +0.5・(c，0.55， 1 M 
NaOl1)であ勺た。
まず， 11]性~Ii銭基聞の結合後式を知るためにメチル化
分析を行った。その結果 (Table3)， 2， 3， 4-tri・0-
Table 2 Results of methylation analysis of cell wal polysacchandes. 
Mode of 
Molar ratio 
Q-Methyl sugar 
linkage ¥V.8. H.W. C.A. C.A. 
II.A. • I-l.A. DM80 DM80 
1I 11 801. Res. 
2.3，4，6 -Me4-GJc Glcl→ 1. 00 1. 00 1. 00 1. 00 l∞ 1. 00 1. 00 1. 00 
2，3，4 -Me3-GIc → 6 GIcI→ O. 96 0.72 O. 26 0.74 O. 75 1. 07 1. 79 
2， 3.6 -Me3-G Ic → 4 Glcl→ 0.17 0.38 0.05 0.32 O. 75 0.60 
2，4， 6 -Me3-G lc → 3 Glcl→ O. 78 1.12 4.45 2.04 3.81 4.89 8. 50 8.34 
2，4 -Me2-Glc 一3; Glcl→ 1. 79 3.04 O. 73 1. 40 1. 26 1. 01 1. 79 
2，3 -Me2-G Ic 
→ 4 6 Glcl→ 0.05 
2，3，4.6一Me4-Man Manl → 0.45 
2，3，4 -Me3-Man 一6Manl→ 3.03 0.13 
3.4.6 -Me3-Man ー2Manl → 0.30 
3.4 -Me2-Man ー26Mani → O. 23 
2，4-Me2-Man 
→ 3 
;;Manl → 2.55 
2，3，5，6一Me4-Gal Galfl→ 0.87 0.06 0.16 O. 17 0.40 0.45 
2.3.5 -Me3-Gal 一6Galr 1→ 1. 26 0.12 O. 78 0.26 
(3 ) 
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Table 3 Results of methylation analysis of native and mild acid-degraded 
heteropolysaccharide. 
O Methyl sugar 
2，3.4.6 -Me4-Glc 
2.4.6 -Me3-Glc 
2， 4 -Me2-G lc 
2.3.4，6一Me4-Man
2.3.4 -Me3-Man 
2.4 -Me2-Man 
2.3，4.6 -Me4-Gal 
2，3.5.6一Me4-Gal
2，3，5 -Me3-Gal 
Mode of 
且些盟主ー
Glcl→ 
→ 3 Glcl→ 
二gGlcl→ 
Manl→ 
→ 6 Manl→ 
二 ~Manl →
GalPl→ 
Galfl→ 
→ 6 Gal fl→ 
↓↓↓↓ 
? ?
????
? ?
?
?
』
?
??
100 
4 
??
， ? ?
?
?
???? ????
??
。目
Fig.2 Elution pattern of heteropolysaccharide 
of A. pullulαns by Sepharose CL -6 B 
column chromatography. 
methyl mannoseかe8.3%，2， 4-di..()-methyl mannose 
が23.2%含まれる乙とから， 1→ 6結合のマンナンを骨
格構造とし，さらlζ3位からの高度の分岐構造を持っと
推定された。また，ガラクト ースは，末端およびl→6
結合のフラノ ース残基の他iζ，末端のピラノース残基と
しても存在していた。さらに 1→ 3結合のグルコース
残基も含まれており，乙れらが側鎖を形成すると推定さ
れた。
また，メチル化多糖をメタノリシスし，メチノレグリコ
Native 
0.71 
0.67 
0.45 
0.29 
2. 28 
1. 87 
0.42 
0.63 
O. 73
Molar ratio 
Mild acid d昭 raded
0.80 
0.45 
0.50 
0.21 
2. 76 
1. 34 
O. 20 
シドとしてガスクロマトグラフィーに供した結果， tetra-
o -methyl gl ucose， -mannose， -galactopyranose， 
-galactofuranose， tri-O-methyl mannose， -glucose， 
di-O-methyl mannoseなと，少なくとも12のピークが
出現した。そのうち， methyl-2， 3， 4-tri-0-methyl 
glucuronic acid methyl esterの保持時間に栂当する
2つのピーク (dー アノマー;Tg=2.48， sーアノ 7 ー
; Tg=3.16)が存在し，グルクロン酸残基が末端基と
して存在する乙とを示した。
そ乙で，乙の多糖 C53.5mg)を緩和な条件 CO.025M-
硫酸， 1000C， 4時間)で，酸71<解し， 側鎖のガラク卜
フラノ ース残基を除去する乙とを試みた。分解物は.中
和後，蒸留水透析により，透析内容物と外液とにわけた。
それぞれを濃縮後，外液は!R-120H+型にて脱塩し，
糖E立をilJ定した結果，内液に22.0mg，外液1C27.9mgを含
むことがわかった。
内液中の多糖については加水分解を行い.外液につい
ては遊離の糖として，それぞれガスクロ 7 卜グラ フィー
による構成糖分析を行った (Table4)。その結果，大
Table 4 Change in sugar compositions of the 
heteropolysaccharide by mild acid 
de2'radation. 
Molar ratio 
Man Ga1 Glc 
Released 1. 0 49. 3 
Polvsaccharide 15.3 1. 0 7.0 * Percentage to total sugar content. 
C-!c U.A. * 
闘
10.2 
2.9 
Fraction 
部分のガラクトースが遊離し，酸水解で残った多務部分
(溜庁内液)'Cは7 ンノー ス，クツレコースと若干のガラク
トースが認められた。さらに，グノレクロン酸は外液中に
は全糖量の10.2;ぢ含まれているのlζ対して，内液ICは2.9
%しか認められなかった。そ乙で，外液を脱塩後，ペー
(4) 
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パー・クロ 7 トグラフィーに供したと乙ろ，ガラクトー
ス以外にアルドピウロン重量と思われるスポット CRgal= 
0.12)が検出され，遊離のグルクロン酸は.殆ど必めら
れなかった。以上の事実ICより，グルクロン酸は，アル
ドビウロン酸の形で緩和酸水解をうけて遊離しており，
Brownらの結!ll:1l)と同じように.カ、ラク卜ー スと共に制IJ
鎖IC存在していたと推定される。
さらに.機水解で残った多糖部分をメチル化し.7l<解
前の多:9.'1のメチル化結果と比較すると CTable3).非
還元末端を示す'2.3. 5. 6-tetra-0-methyl galactose 
および. 1→ 6結合を示す.2， 3， 5-tri-O-methyl 
galactoseが緩和俊水解ICよって消失しており，また，
1→ 6結合を示す.2， 3， 4-tri-0-methyl mannoseの
割合が土台え， 3位からの分岐点を示す2，4-di-0・methyl
mannoseの割合が減少していた。
乙れらの結架から， Pronase消化後の可溶性画分cw.
S.画分)より得られた細胞援表層ヘテロ多機の構造は，
α-J→6結合の7 ンナンを主鎖とし， 7 ンノース 9後』ま
のうち 4妓族が3位から分岐しており，そのうち2妓基
より 1→6結合のガラクトフラノースの側鎖が分岐し，
そのうち一方の側鎖の末端にグルクロン駿が結合してい
るとJ5・えられた。さらに残りの2残基より，少なくとも
末端のグルコース 7 ンノース，ガラクトピラノースが
分岐しているものと惟定した。
我々の研究室では，先lζプルランと類似のαー クVレカ
ンであるエルシナン CFig. J b)を菌体外tζ産生する
)8) _，._"~_~ _ ，，=_ ，-~_ 6)9) 
Elsinoe leucospila の細胞壁の分画を行なった 。
そのうち， Pronase消化後の可溶性画分より αー l→ 6結
合のマンナンを主鎖とし. 4位よりβ-I→ 6結合のガラ
クトフラノースの倒IJ鎖が分岐した構造を持つ細胞表向ガ
ラクトマンナンを得た CFig. 3) 0 E. leucospilαの
薗体で兎を免疫して~!}られた抗血清中には，表層ガラク
トマンナンのs-l→6結合のガラクトフラノース側鎖を
ム 6ylト6MIK671L671L671ム
GJ 1-2 Gal / ??
???
?
?
G;l f 
1/3 
Gal， Gal， M / ~~. / 
Fig.3 Structure of galactomannan of 
E. leucospilα6) 
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認識する抗体が合まれており ，乙の精軍司ガラク トマンナ
ンと抗血清は悠天上で一本の沈降線を形成する(第59[1J
日本生化学会発表6))0A. pullulαnsの長府ヘテロ多
糖とも ，乙の抗血清は反応し，しかも，寒天上で ，E. 
leucospilaのカ'ラクトマンナンとの沈降線と融合した ζ
とから，乙の抗体は • A. pullulansのヘテロ多糖とも
反応し.s-1→6結合のガラクトフラノース銭2去を認
議したものと考えられる。乙の事実より .A. pullulαns 
のヘテロ多糖には末端にグルクロン酸を含まないカaラク
トフラノース側鎖が存在することが確認された。
また • E. leucospilaのヘテロ多糖のガラクトフラノー
スがs-アノマーである ζ とは， 日C-NMRから明ら
かになった(第59回生化学会発表G))が，乙れと血i，γ(:
がJIC交叉反応するA.pullulans由来のヘテ ロ多糖のガ
ラクトフラノースもF アノマーである乙とが明らかに
さ~1.た。
また，均ーと恩われていたA.pullulansのヘテロ多
糖標品は.E. leucospilαの菌体IC対する抗血清と .寒
天上lζ，もう一本の沈降線を生じ， 乙れが E. leμco・
spilαの分岐s-1. 3-夕、ルカンとの聞に生じた沈降
線と融合した。乙のととから.A. pullulansのヘテロ
多粉標品にはわずかにs-1. 3ークツレカンが混イEする
と」考えられた。そこで，乙のヘテロ多糖lζBasidiomycete
QM806由来のExo-s -1. 3 -glucanaseを作用さ
せたと乙ろ，乙のβ-1. 3 グルカンK対する沈降線
は消失し.ヘテロ多糖に対する沈降線のみが残った(
Fig. 4)。そとで.メチル化分析結果 CTable3)に
含まれる l→ 3結合のクツレコース銭基は混在するs-
、ー ¥
Fig.4 Agar gel diffusion. 
Center well 1・Rabbltantiserum ac:aiost ELloitloC! 1'1t1cocp‘!.. 
2: Heteropolysaccharide of如 reobasidiU1fpuUld41'l'. 
3・Galactomannanof EI:;i同.!駒田中ila.
4: Galactomannan of Aspergill同 f閉匂atus.
5: Gal aC1:omannan or f(tl'licilli""， charltr:;ii 
6:. Galactornannan of Yenicilli""， frequ，mtatts. 
7: Sal1ne. 
C 5 ) 
? ?
-ι6M1ー ι6M1-ι6M1一ι6M1 ιー6M 1ーι6M1 ιー6M1 ιー6M1-ι6M1ーι
3 3 3 3 
r Is Is i 
(MJ or CGJ Galp G~ヤ 'f/f
l lβ 
GUA Galf 
物食
。 。
Proposed structure of heteropol ysaccharide of A. pullulαns. 
G I L{4?〕o-l
|β 
C 3 G 1 JrfL 3 ~ 1 L( 3 G 1 J百1L6G 1!i. 
Possible structure of cold alkali-extracted 
glucan from A. pullulans. 
m+n=12 CC.A.一1:DEAE-unbound) 
m+n= 4 (C.A.-[: DEAE-bound) 
Fig.6 
K示した。これらのs-1，3ー クソレカンの抗腫協活性
とさらに詳細な精進解析については， }51の機会』ζ報告す
る。
約
A. pullulansの細胞壁多糖を分函 し.主としてヘテ
ロ多糖を含む画分と，分岐度の異なるs-1， 3ー グル
カンを分離し得た。
Pronase消化後の口Ji容化函分より.細胞表層ヘテロ多
糖を分離し，構成糖，メチル化分析等の化学的性質を調
べた。また，緩和酸水解を行い，残った多糖部分の化学
的性質を調べ，結果を比較した。
その結果 1→6結合の7 ンナンを主鎖とし， 9例の
7 ンノース残基のうち， 4残基が3位から分岐しており，
そのうち 2残基から l→ 6結合のガラク卜フラノースの
要
l， 3ー クルカン由来と考えられる。
以上の乙とから， Fig. 5'乙示す様な，A. pullulans 
の細胞壁表屑ヘテロ多糖の構造を推定した。乙の構造は，
先に，Brownらが，A. pullulansの細胞壁より，分離
したヘテロ多糖の椛造11)と類似の構造を持つが， 1→6 
結合のマンノース残基り割合が高く，ガラクトピラノー
スやマンノースの末府政基を含む乙と，カラク卜フラノー
ス筏基の割合が低い乙となどの相i主点が見られた。
一方， Table 2のメチル化分析結果より，熱7M白出
以後i乙得られた画分I[は，分岐度の異なる数種のs-
1. 3ーグルカンが存在すると考えられた。そこで，特1[，
強い抗腫鋭活性を持つC.A.一1(11{j和61年度位芸化
学会発表12))について， DEAE-celluloseを用いた
分画を試み， ~ド吸着問分(回収率， 40.8~ぢ) と 吸お画分
(同， 50.8%)を得た。非吸石岡分は比旋光度〔α〕B
00 (c， 0.87， 1 M-NaOH)，分子量 1-2 x 10 5 
であり，一方，吸着画分は Ca ) b5 0 0 (c， 0.90， 1 M-
NaOH)，分子量3.5-4.5X105であった。
Table 51ζ，日，j函分のメチル化分析の結*を比較 し
て示した。 Jド吸着函分は， 1→ 3結合のグルコース筏基
13のうち， 1残基の 6位より分岐した低分岐のF
1， 3ー グルカンであり，一方，吸着薗分は， 1→ 3結合
のクソレコー ス筏基5のうち， 1銭基より分岐した比較的高
分岐の月一 1，3 クーツレカンであ った。また，両画分と
も， 1→6結合および，1→ 4結合のグルコース残基を
含む。メチル化分析結巣より推定される構造をFig.6 
Fig.5 
Results of methylation analysis of subfractions of two cold alkali-extracted 
fraction (C.A.ー [) after separation with DEAE-cellulose. 
Table 5 
Molar ratio 
Unbound Bound 
1. 00 1. 00 
12.30 4.00 
1. 01 0.36 
O. 78 O. 29
Mode of 
linkage 
Glcl→ 
→ 3 Glcl→ 
→ 6 Glcl→ 
→ 4 Glcl→ 
;GKl→ 
O-Methyl sugar 
2，3，4，6 -Me4-Glc 
2，4，6 -Me3-Glc 
2，3， 4 -Me3-G Ic 
2，3，6 -Me3-Glc 
1. 10 
( 6 ) 
1. 05 2，4 -Me2-G lc 
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側鎖が分岐する乙とがわかった。また，メチル化分析結
~と，緩拘置費71<解によりガラク ト」 スの他』ζ大部分のグ
ルクロン駿がアルドピウロン酸として遊離する ζ とから，
一方のガラク卜フラノース側鎖の末端lζグルク ロン酸が
結合すると推定された。
また ，E. leucospilαの菌体で兎を免疫して得られた
抗刷h'fとA.pullulansの表1Mヘテロ多糖が反応し ，し
かも ，j}，パヒで，E. leucospilαのガラク 卜7 ンナンと
のちt防総と倣合した乙とから ，1→ 6結合のガラクトフ
ラノース側鎖lよs7ノマーであることがわかった。
また， 9.1(りの2伺の分岐点からは，ガラクトピラノー
ス践活"7ンノースまたはグルコース残基が分岐してい
ると俄定した。
-)j. 冷アルカリ納1でmられた抗腫傷活性の強い尚
分 (C.A. 1)を DEAE-celluloseを矧いて，さ
らに分附した。その結果， I→ 3結合のクツレコース残広
13のうち I銭ほの6位より分岐した低分岐のβ-1 ， 
3 グルカンと， 1-・3結合のグルコース残基5のうら，
l 残1~よ り分岐した比較的高分岐の ß - 1， 3 グルカ
ンを似た。また， 1司グJレカンとも ，1→ 6結合および，
1・4結合のグルコース伐ぷを含んでいた。
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Summary 
羽ledelipidated cel wall prepared from the yeast-like fungus Aureobasidium pullulans was extracted after Pronase 
digestion， with cold and hot water， cold and hot alkali， and then with dimethylsulfoxide， successively. 
百leheteropolysaccharide， which may originate from the outer layer of the cel wall， was purified from the cold 
water-extracted fraction. Methylation and mild acid degradation studies indicated that the heteropolysaccharide consists 
of a backbone of (1→6)-linked D-mannose residues， some of which are substituted at the C-3 positions with single or 
short chains of O-galactose， glucose， and mannose residues. Most of o-galactose residues are in the furanose form， and 
are located in the side chains by s・(1→6)-linkages，some being terminate with D-glucuronic acid residue. 
明liscel surface polysaccharide serologically cross-reacted with the cel surface galactomannan of Elsinoe leuωspi/a， 
( 7 ) 
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confirming the presence of s・(l→6)-linkedD-galactofuranose residues. 
The alka1i~xtracted s-O-glucan， which exhibited antitumor activity， was further fractionated by DEAE‘cellulose to 
two fractions. One glucan fraction (M.W.= 1-2X 10') was shown by methylation analysis to have a Jes branched struc-
ture， inwhich a back bone of s-(l→3)-linked o-glu∞se residues are branched at 0-6 atoms with single o-glucose groups， 
one out of thirteen o-glucose residues. The other glucan fraction (M.W.=3.5-4.5xlO勺，which was absorbed to DEAE-
'ceL1ulose， had a relatively highly branched structure with degree of branching， are one out of five glucose residues. (n 
addition， both glucans.tave smal proportions of s・(1→6)ーands-(l→4)・o-gJucosidiclinkages. 
(8 ) 
